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Verfahren zur selektiven Wlodifizierung von Peptiden und Proteinen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur regiospezifischen Modifizierung von Peptiden 
und Proteinen mit Sonden und Reportermolekulen unter der Verwendung von 
Biokatalysatoren. 

Durch die Sequenzlerung der Genome des Menschen und anderer Organismen 
resultiert eine enorme Flut von Proteinsequenzen, deren biochemische Funktion sehr 
haufig nur unzureichend oder uberhaupt nicht aufgeklart ist. Die Proteine sind 
funktionelle Genprodukte und daher fur alle Aktivitaten der biologischen Welt 
veranlwortlich. Aus diesem Grunde ist das Verstehen der Proteinstruktur und -funktion 
eine Notvi'endigkeit moderner biologischer Forschung (vgl. T.E. Creighton, Proteins. 
Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co. New York, 1993). Zur 
Aufklarung sind gezielte, schonende Markierungen mit speziellen Sonden und 
Reportergruppen essentiell, urn die molekularen Prozesse in vitro und in vivo verfolgen 
zu konnen. Im Mittelpunkt stehen u.a. die Fiuoreszenzmarkierung (vgl. R.P. Haugland, 
Handbook of Fluorescent Probes and Researcti Cliemicals, Molecular Probes, Inc., 
J996), die Einfuhrung von Spinlabel (W.L. Hubbel, G. AWenhach, investigations of 
Stnjcture and Dynamics in Membran\ Proteins Using Site-directed Spin Labeling, Curr. 
Opin. Struct. Biol. 4 (1994) 566-573), Photoaffinitatsmarkierung (D.I. Schuster, W.C. 
Probst, G.K. Ehrling, G. Singh, Photoaffinity Labeling, Photochemistry and Photobiology 
49 (1988) 785-804) sowie die "Biotin-Technik" (M. Wilchek. E.A. Bayer, Avidin-Biotin 
Technology in Meth. Enzymol. V. 184, Academic Press, 1990). 

Zur Modifizierung von Peptiden und Proteinen spielten - und spielen noch immer - 
chemische Verfahren (vgl. T. imoto, H. Yamada, Chemical Modification, in Protein 
Function, A Practical Approach (T.E. Creighton, ed.) pp. 247-277, IRL Press, 1989; G.E. 
Means, R.E. Feeney, Chemical Modification of Proteins, Holden-Day, 1971) eine 
bedeutende Roiie in der Proteinforschung. So ist trotz des schnellen Fortschritts der 
NMR-Technik, die im letzten Jahrzehnt eine vollstandige Signalzuordnung und somit 

yiPS AutKiarung dsf 3D-St^ukturef ■ vori Prot'^jn*^P oi'^"- "^u 15'"' 20''"'' 

Aminosaurebausteinen ermoglichte, die chemische Modifizierung weiterhin auch ein 
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Werkzeug zur Raumstrukturbestimmung in Losung, da grofie Proteine der NMR- 
Strukturanalyse nicht zuganglich sind und die Rontgenstrukturanalyse Proteinkristalle 
erfordert, die in sehr vielen Fallen nicht erhalten werden konnen. 



Da N-ternninaie a-Anninogruppen bevorzugte Ziele von selektiven Modifizierungen sind, 
eriauben die e-Aminogruppen ubiquitar in Proteinen und Peptiden vorkonnmender 
Lysinreste keine gezielte Einfuhrung von Marker- und Reportergruppen aber auch 
andere Derivatisierungen, wie 2.3. Pegyiierung, an don N-Terminus, Chemische 
Acylierungsreaktionen werden mit Anhydriden oder vorrangig mit aktiven Estern, wie 
z.B. N-Hydroxysuccinimid- oder 4-Nitrophenylestern durchgefuhrt, womit aber auch 
andere Seitenkettenfunktionen proteinogener Aminosaurereste reagieren konnen und 
dannit eine selektive A/^-Modifikation ausschlieften. Lediglich der Phenylacetyl-Rest 
wurde spezifitatsdeterminiert durch die Penicillin-Acylase in Umkehrung der nativen 
Wirkung als Schutzgruppe fur Aminosauren im Rahmen von Peptidsynthesen 
enzymatisch eingefuhrt (R. DIdziapetris, B. Drabnig, V. Schellenberger, H.-D. Jakubke, 
V. Svedas, FEBS Lett. 287 (1991) 31-33) und durch das gleiche Enzym wieder 
abgespalten (vgl. Review: A. Reidel, H. Waldmann, J. prakt. Chem, 335 (1993) 109- 
127). Abgesehen von dieser direkten Schutzgruppeneinfuhrung wurden nur solche 
Methoden^beschrieben, die auf einer Ubertragung bereits N-ternninal nnarkierter ^■ 
AminosaCjre- oder Peptidderivate mit peptidasespezifischen Anninosaureresten in der 
PrPosition unter der Katalyse von Peptidasen beruhen und zwangslaufig keine 
Irreversibilitat aufweisen. Das fur CN-Ligationen von Peptid- und Proteinsegmenten 
entwickelte Substratmimetika-Konzept (F. Bordusa, D. Ullmann, C. Eisner, H.-D. 
Jakubke, Angew. Chem. 109 (1997) 2583-25-85; Review; F. Bordusa, Braz. J. Med, 
Biol. Res, 72 (2000) 469-485) hat dagegen den Vorteil der Irreversibilitat. 

Aufgabe der Erfmdung ist die regiospezifische biokatalytische Modifizierung von 
Peptiden und Proteinen am N-Terminus unte^ rnogiichst voiistandigem Au.^snhhiP* vnn 
Nebenreaktionen. 



Diese Aufgabe wird gelost mit einem Verfahren zur selektiven biokatalytischen 
Moaitizierung von Peptiden und/oder Proteinen, wobei als Biokatalysator eine Peptidase 
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in Verbindung mit einem nicht-aminosaure- oder nicht-peptidartigen Substratmimetikum 
eingesetzt wird. Der Begriff .Substratmimetikum" wurde von Bordusa et aL, Angew. 
Chem. 109 (1997), 2583-2585 und Bordusa et aL, Angewandte Chemie International 
Edition in Englisch, 36 (1997), 2473-2475 gepragt. Der Begriff der Abgangsgruppe ist 
dem Fachmann bekannt und wird bei F. Bordusa, Braz. J, Med. Biol. Res. (siehe oben) 
erklart (insbesondere in der Figur 1). 



Gemail) der vorllegenden Emndunn en'oigt die N-terminale biokataiytiSGhe Modmzienjng 
Bines Peptids oder Proteins entgegen der vorherrschenden Meinung der Facliweit mit 
Peptidasen, wobei durch eine gezielte Manipulation die einzufuhrende 
nichtaminosaureartige bzw. nichtpeptidartige Gruppierung in Form eines Esterderivates 
eine Abgangsgruppe tragt, die die native Spezifitat des eingesetzten Enzyms 
ausschaltet, und dadurch die Katalyse einer irreversibien A/°-Acylierung ermoglicht. Die 
theoretischen Grundlagen, der postulierte Reaktionsmechanismus sowie die Herstellung 
von Substratmimetika fur verschiedene Proteasen und Peptidasen, wird in dem 
Ubersichtsartikel von F. Bordusa, Brazilian Journal of Medical and Biological Research 
33 (2000), 469-485 beschrieben. Im Gegensatz zu chemischen Acyiierungsreaktionen 
v\^erden aufgrund der Regiospezifitat von Peptidasen reaktionsfahige 
Seitepkettenfunktionen' von trifunktionetlen Aminbsauretausteinen in den zu 
modifizierfenden Peptiden und Proteinen nicht acyliert, wodurch eine absolut selektive 
Einfuhrung von Marker- und Reportergruppen an die AT^-Aminogruppe des 
entsprecinenden Peptids oder Proteins garantiert wird. Weiterhin muli die fur die 
Modifizierung vorgesehene Gruppierung nicht bereits an einem enzymatisch 
anzuknijpfenden Aminosaure- oder Peptid-Rest gebunden sein, wie es bei einigen 
literaturbekannten Verfahren eine notwendige Voraussetzung ist und die Gefahr einer 
reversiblen Spaltung in sich birgt. 

Da nach der auf dem erfindungsgemaSen V^'ege e^olgten biokatalytischen Einfuhrung 
der Marker- oder Reportergnjppe die eingesetzte Peptidase eine derartig substituierte 
Amidbindung nicht mehr als Substrat erkennt und somit eine reversible enzymatische 
Abspaltung ausgeschlossen wird, sind die erfindungsgemafien Ergebnisse sehr 
uberraschend. Ais Marker- oder Reportergruppe konnen aiie moglichen Marker- oaer 
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Repotlergruppen Verwendung finden, beispielsweise Aminobenzyl-, Phlorethyl-, 
Biotinyl-Gruppen. Insbesondere konnen Markergmppen vemendet werden, die bei der 
diagnostischen Verwendung der Peptide oder Proteine benotigt werden, wie Haptene 
(Biotin, Digoxin, Digoxigenin, Digitoxin etc.) oder Label (Farbstoffe, radioaktiv markierte 
Verbindungen, Fluoreszenzgruppen, Eiektrochemilumineszenz-Label (Elecsys), 
Luminophore, etc.). Als Marker- oder Reportergruppe konnen auch Substanzen gewahit 
vverden, die die Eigerischatten von Proteinen, wie Loslichkeit etc., verandern oder 
verbessern. Insbesondere konnen Substanzen, v^/ie Poiyethyiengiycol (PEG) sowie 
Derivate hiervon, Verwendung finden, urn die Eigenschaften von Proteinen oder 
Peptiden, wie beispielsweise Erythropoietin, Insulin, monoklonale Antikorper oder 
andere therapeutisch wirksame Proteine und Peptide, zu optinnieren. Beispiele fur 
solche therapeutischen Proteine und Peptide sowie Substanzen zur Optinnierung der 
therapeutischen Wirksamkeit sind dem Fachmann bekannt. 

Vorzugsweise werden fur die erfindungsgemafien biokatalytischen W^'-Acylierungen als 
Reagenzien orqanisch-chemlsche Esterderivate venA/endet, deren Acyireste den 
einzufuhrenden Marker- oder Reportergruppen entsprechen und deren 
Abaanqsqruppen Spezifitatsdeterminanten ausgewahlter Serin- oder C vsteinpeptidasen 
tragen. Die Begriffe^ Abgangsgruppe sowie Spezifitatsdeterminanten sind dem 
Fachmann bekannt (siehe beispielsweise F. Bordusa, Braz: J. Med. Biol. Res. (siehe 
oben)). Wie bei F. Bordusa beschrieben, bindet die Abgangsgaippe eines 
Substratmimetikums an Stelle der Spezifitat-vermittelnden Aminosaureseitenkette des 
normalen Substrates (Thormann et al., Biochemistfy 38 (1999), 6056-6062). Eine 
wichtige Eigenschaft der Substratmimetika ist daher die hohe Affinitat der 
Abgangsgruppe zur primaren Substratspezifitat des jeweiligen Enzyms, z.B. zur starken 
Glu-Praferenz der V8-Protease an der SrStelle des katalytischen Zentrums. Das 
Auffinden, Austesten und Optimieren solcher Abgangsgruppen fur Substratmimetika 



ici r Bordusa, Brsi J Med Siol Res 




Die praktizierte Venahrensweise, d.h. die Auswalil und Synthese der fur die 

enzvr^at'sche rV^-Anvliefunq einaesetzte'^ Substrate '^^ Fornn von Carbonsaureestern, 
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die Wahl des Puffersystems, der Reaktionszeit u.a. ist verhaltnismafiig unkritisch und 
kann vom Fachmann fur enzymatische Transformationen einfach ermittelt werden. 



Erfindungsgemali werden AT-selektive Modifikationen von Peptiden und Proteinen 
bevorzugt erreicht durch Verwendung eines Carbonsaurederivates, dessen in Reaktion 
tretende Carboxylfunktion als Ester mit einer Spezifitatsdeternninante in der 
Abgangsgruppe voriiegt, die der eingesetzten Peptidase entspricht, und einem zu 
P^arkierenden Peptid Oder Protein, bei dem die in Reaktion tretende a-Amfnofunktion 
unblockiert ist, in Gegenwart der entsprechenden Peptidase, in Losung bei 
Raumtemperatur, oder auch im gefrorenen Zustand bzw. bei tiefen Temperaturen, Als 
Peptidasen kommen beispielsweise Trypsin, Chynnotrypsin, V8 Protease, Glu- 
spezifische Endopeptidase aus Bacillus lichenifornnis, Subtilisin, Mutanten dieser 
Enzyme wie beispielsweise die Trypsinmutante Trypsin D189K + K60E (Herstellung 
siehe Beispiel 9) oder Enzyme mit ahnlichen Spezifitatsdeterminanten in Frage. in der 
vorliegenden Beschreibung wurde der nonemklaturgerechte Terminus Peptidase 
anstelie von Proteasen vewendet. 

Befinden sich in dem zu modifizierenden Peptid oder Protein Peptidbindungen, die der 
Spezifitat der fur die Einfuhrung eingesetzten Serin- oder Cysteinpeptidase 
entsprechen, dann wird entv^eder eine andere Peptidase mit der entsprechenden 
Spezifitatsdeterminante in der Abgangsgruppe des nichtpeptidischen Acyldonors 
eingesetzt, von der keine sensitiven Peptidbindungen in der Zielsequenz gespalten 
werden konnen, oder man fuhrt die biokatalytische Modifizierung im gefrorenen Zustand 
durch (vgl. Review: M. Hansler, H.-D. Jakubke, J. Peptide Sci. 2 (1996) 279-289), wobei 
neben hohen Umsatzraten unePA'unschte proteolytische Spaltungen ausgeschlossen 
werden. 

Die modifizierten Pnptidn r.nr. Prnteine konnen mit ubiichen Methoden der 
Proteinchemie separiert und gereinigt werden. 

Die vorliegende ErFindung wird im foigenden anhand von Beispielen naher ausgefCihrt. 
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Beispiel 1 -V8-Protease-katalysierte N-terminale Einfuhmng von 2-Anninobenzoe5aure 
in Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykonnponente 2-Aminobenzoesaure- 
carboxymethylthioester, inn folgenden mit 2-ABz-SCm bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Decapeptid Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala-Ser-Ala-Phe-Gly 
verwendel 2-ABz-SCm und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 
in einer Konzentraiion von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Lbsungsmittei diente ein 
wassriges Puffersystem nnit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem 
Unnsatz von 2-ABz-SCm durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet Die Analyse 
und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkatalyse fuhrte zu einer 99%igen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala-Ser- 
Aia-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal 2-AB2-modifizierte Analoga. Die Identitat 
des Syntheseproduktes wurde durch die ublichen Methoden der Organischen Chemie 
uberpruft. 

Beispiel 2 - V8-Protease-katalysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gruppe in 
Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente Phloretyl-carboxymethylthioester, 
im folgenden mit Phloretyl-SGm bezeichnet, und als Aminokomponente das Decapeptid 
Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Phe-Gly verwendet. Phloretyi-SCm und 
Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 
mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein wassriges Puffersystem mit 
einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem Umsatz von Phloretyl- 
3Cm durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet. Die Analyse und Quantifizierung 
der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die Enzymkatalyse fuhrte 
zu einer 99.7%igen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Phe-Giy in das 
entsprechend N-terminal Phloretyl-modifizierte Analoga. Die Identitat des 
Syntheseproduktes wurde durch die ubilchen Methoden der Organischen GhenVie 
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uberpruft. Die Reaktion fiihrte weder zu einer A/'-Modifizierung des in der 
Aminokomponente befindlichen Lysins, noch zu einer detektierbaren proteolytischen 
Spaltung nach Asparaginsaure. 



Beispiel 3 - a-Chymotrypsin-katalysierte N-terminale Einfuhrung von 2- 
Aminobenzoesaure in Peptide 

Fur die iviodelireaktion wurde ais CarboxykomDonente 2-AmiriObenzo63auTe-4- 
guanidinophenyiester, im folgenden mit 2-ABz-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Oligopeptid Arg-lle-Val-Asp-Ala-Val-lle-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala- 
Gly-AIa-Tyr verwendet. 2-ABz-OGp und Aminokomponente warden in einem Verhaltnis 
von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel 
diente ein wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem 
Losungsmittel. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach 
praktisch vollstandigem Umsatz von 2-ABz-OGp durch eine Inaktiviemng des Enzyms 
beendet. Die Analyse und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch 
chromatographische IVlethoden. Die Enzymkatalyse fuhrte zu einer 98,8%igen 
Umwandlung von Arg-lle-Val-Asp-Ala-VaHle-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala-Giy-Ala-Tyr in das 
entsprechend N-terminal 2-ABz-modifizierte Analoga. Die Identitat des 
Syntheseproduktes wurde durch die ubiichen Methoden der Organischen Chemie 
uberpruft. Die Reaktion fuhrte weder zu einer Modifizierung trifunktioneller Seitenketten, 
noch zu einer detektierbaren proteolytischen Spaltung. 

Beispiel 4 - a-Chymotrypsin-kataiysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gmppe 
in Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente Phloretyl-4- 
quanidinophenyiester, im folgenden mit Phioretyl-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Oligopeptid Arg-lie-Val-Asp-Ala-Val-lle-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala- 
Giy-Aia-Tyr verwendet. Phloretyl-OGp und Aminokomponente wurden in einem 
Verhaltnis von 2 : 1 in einer Konzentration von 4 mM bzw. 2 mM eingesetzt. Als 
Losungsmittel diente ein wasshges Puffersystem mit einem genngen Anteil an 
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organischem Losungsmittel. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet 
und nach praktisch vollstandigem Umsatz von Phloretyl-OGp durch eine Inaktivierung 
des Enzyms beendet. Die Analyse und Quantifiziemng der Reaktion erfolgte durch 
chronnatographische Methoden. Die Enzymkataiyse fuhrte zu einer 99.37oigen 
Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala-Asp-Ala-Plie-Gly in das entsprechend N- 
terminal Phloretyl-modifizierte Analoga. Die Identitat des Syntheseproduktes wurde 
durch die ubiichen Methoden der Organischen Chemte uberpruft. Die Reaktion fuhrte 
v/ederzu einer Modifizierung triTunktioneiier Seitenketten, noch zu einer dotektierbaren 
proteolytischen Spaltung. 



Beispiel 5 - Trypsin-katalysierte N-terminale Einfuhrung von 2-Aminobenzoesaure in 
Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente 2-Aminobenzoesaure-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit 2-ABz-OGp bezeichnet, und als 
Aminokomponente das Decapeptid Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Aia-Ser-Ala-Phe-Gly 
verwendet. 2-ABz-OGp und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 1 
in einer Konzentration von 4 nnM bzw. 2 mM eingesetzt, Als Losungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nach praktisch vollstandigem 
Umsatz von 2-ABz-OGp durch eine tnaktivieaing des Enzyms beendet. Die Analyse und 
Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkataiyse fuhrte zu einer 94,4%igen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Ser-Ala- 
Ser-Ala-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal 2-ABz-modifizierte Analoga. Die 
Identitat des Syntheseproduktes wurde durch die ubiichen Methoden der Organischen 
Chemie uberpruft. 

Beispiel 6- Trypsin-kataiysierte N-terminale Einfuhrung der Phloretyl-Gnjppe in Peptide 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxykomponente Phioretyi-4- 
guanidinophenylester, im folgenden mit Phloretyl-OGp bezeichnet, und als 
Arriinokomponente das Decapeptid Leu-Ala-Leu-Aia-Ser-Ala-Ser-Aia-Phe-Gly 
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verwendet. Phloretyl-OGp und Aminokomponente wurden in einem Verhaltnis von 2 : 
1 in einer Konzentration von 4 nnM bzw. 2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil an organischem Losungsmittel. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und nacin praktisch voilstandigem 
Umsatz von Phloretyl-OGp durch eine Inaktivierung des Enzyms beendet Die Analyse 
und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Die 
Enzymkatalyse fuhrte zu einer quantitativen Umwandlung von Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Ala- 
Asp-Aia-Phe-Gly in das entsprechend N-terminal Phioretyl-modirizierte Analoga. Die 
Identitat des Syntheseproduktes wurde durch die ubiichen Methoden der Organischen 
Chemie uberpruft. 

Beispiel 7 - Biotinylierung von E coli Parvulin 10 

Fiirdie Modellreaktion wurde als Carboxylkomponente BiotinyW-Guanidinophenylester, 
im folgenden mit Biotinyl-OGp bezeichnet und als Aminokomponente das Protein E coli 
Parvulin 10 venA/endet. Biotinyl-OGp und Par/ulin wurden in einem Verhaltnis von 1:4 
in einer Konzentration von 2mM bzw. 8mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein 
wassriges Puffersystem mit einem geringen Anteil eines organischen Losungsmittels. 
Konkret wurde 0,1 M HEPES (N2-[2-Hydro)cyethyl]Piperazin-N'-[2-Ethansulfonsaure) 
Puffer pH 8,0, 0,1 M NaCI, 0,01 M CaCb und 8 % (v/v) DMF (Dimethylformamid) 
verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms Trypsin D189K + K60E 
(Trypsinmutante, bei der die Aminosaure D an Position 189 durch K bzw. K an Position 
60 durch E ersetzt ist; Herstellung siehe Beispiel 9) gestartet und nach 2 Stunden 
Reaktionszeit beendet. Das Enzym wurde in einer Konzentration von 6,5 x 10"^ M 
eingesetzt. Die Analyse und Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch MALDI-MS 
Spektroskopie (Figur 1). Die Enzymkatalyse fuhrte zu einer Umwandlung von E coli 
Parvulin 10 in das N^erminal biotinylierte Biotinyl-(E coli Parvulin 10). 

Die Primarsequenz von E. coli Parvulin 10 ist bekannt und entspricht der folgenden 
Aminosaure-Sequenz. 
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AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF GKLAKKHSIC 
PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA FDKVVFSCPV LEPTGPLHTQ 
FGYHIIKVLYRN 

Beispiel 8 - Biotinylierung von RNase T1 

Fur die Modellreaktion wurde als Carboxylkomponente Biotinyl-OGp und als 
Aminokomponente das Protein RNase T1 verwendet. Fur die BiotinylierLing von RNase 
T1 wurde eine Variante mit zusatzlichem Arg(R)-Gly(G)-Rest am N-Terminus des 
Proteins eingesetzt. Durch unterschiedliclie in vivo Prozessierung des Vorlauferproteins 
wurde jedoch neben der gewunschten RNase T1-Variante (RG-RNase T1) auch die unn 
eine Aminosaure verkurzte Spezies (G-RNase T1) als auch der Wildtyp (RNase T1) 
erhalten. Dieses Gemisch wurde ohne Auftrennung der einzelnen Varianten fur die 
Enzym-katalysierte Biotinylierung eingesetzt. Biotinyl-OGp und RNase T1 -Gemisch 
wurden in einem Verhaitnis von 1:4 in einer Konzentration von 2 mM bzw. 8 mM 
eingesetzt. Als Losungsmittel diente ein wassriges Puffersystem wie in Beispiel 7 
beschrieben. Die Reaktion wurde duch Zusatz des Enzyms Trypsin D189K + K60E (6,5 
X 10"^ M) gestartet. Die Reaktionszeit betrug 2 Stunden. Die Analyse und 
Quantifizierung der Reaktion erfolgte durch chromatographische Methoden. Das 
Elektropherogramm der durchgefuhrten Kapillarelektrophorese ist in Figur 2 dargestellt. 
Es ist deutlich zu erkennen, dass die RG-RNase T1 nahezu quantitativ in die Biotinyl- 
RG-RNase T1 uberfuhrt wurde. 

Beispiel 9 - Herstellung der Trypsinmutante D189K+K60E 
Plasmide 

Zur Durchfuhrung der ortsqerichteten Mutaqenesen kam der E. coli Vector pST zumt 
Einsatz. Dieser enthalt einen Tell des Bluescript-Vectors sowie das Gen fur anionisches 
Rattentrypsin, das mil einem a-factor-leader sowie einem ADH/GAPDH-Promotor 
fusioniert ist. 
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Die Proteinexpression erfolgte mit Hilfe des pYT-Plasmides, einem pBS24-Abk6mmling, 
das Seiektions-Markerfur Uracil- und Leucin-defizientes Medium tragt. 

Sowohl das pST- als auch das pYT- Plasmid verfugt uberein Ampicillinresistenz- Gen. 
Die Karten beider Vektoren, d.h. der Plasmide pST (5,4 kb)- und pYT (14 kb), mit den 
entsprechenden Schnittsteiien sind in Figur 3 dargestelit. 

Mutaqenese 

Die ortsgerichteten Mutagenesen wurden unter Verwendung des Quik change ®-Kit 
(Stratagene) tm £ co// Plasmid pST durchgefuhrt. 

Das verwendete Verfahren ahnelt einer PGR, wobei ausgehend von zwei synthetischen 
Oligonukleotidprimem, welche die gewunschte Mutation enthalten, beide 
Plasmidstrange des pST-Vectors von PFU-Polymerase repliziert werden. Wildtyp pST 
diente als Template zur Erzeugung von einzelnen Mutationen. Diese Einzelmutanten 
waren v^^iederum Ausgangspunkt fur die Konstruktion der Doppel-Mutante. 

Zum Einsatz kamen folgende Oligonukleotid-Primer, wobei die fettgedruckten 
Buchstaben die Mutationen angeben: 

m89K a) 5' - GGA GGC AAG AAC GAT TCC TGC - 3' 

b) 5' - GCA GGA ATC GTT CTT GCC TCC - 3' 

K60E a) 5 - CAC TGC tat gag TCC CGC ATC - 3 ' 

b) 5' - GAT GCG GGA CTC ATA GCA GTG - 3' 

Das erhaltene PCR-Produkt wurde in ultrakompetente E. call XL II blue Zellen 
(Stratagene) transformiert. Die anschlieiiende Selektion erfotgte auf Ampicillin- 
haltigen Nahragarplatten (LB-amp). Die gepickten Koionien wurden in ein Ampicillin- 
hattiges Flussigmedium (LB-amp) uberfuhrt wobei nach eintagiger Kultivierung die 
Isolierung des Plasmides unter Verwendung des SNAP-Kit (iNVfTROGENE) durchgefuhrt 
wurde. Die Kontrolle der isolierten DNA erfolgte mittels Elektrophorese mit einem 1%- 
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igen Agarose-Gel. Durch Sequenzierung des kompletten Gens konnte sichergestellt 
werden, dass nur die gewunschten Mutationen enthalten waren. 

Subklonierunq 

Fiir alle Mutanten die im pST-Plasmid erzeugt wurden, war eine Subklonierung im pYT- 
Expressions-Vektor notwendig. Diese erfolgte durch Restriktionsverdau mit Bam HI und 
Sa! I und Ligation in das korrespondierende pYT-Vektorfragment. A!ie Vcktorfragmente 
wurden im entsprechenden Restriktionsmix auf ein niedrig schmelzendes Agarose-Gel 
(0,8%) aufgetragen und nach ausreichender Auftrennung ausgeschnitten. Die Gelstucke 
wurden bei 55 °C geschmolzen und nach gewGnschter Kombination vereinigt und bei 
16 °G Liber Nacht mit T4 DNA-Ligase iigiert. Die abermals notwendige Transformation 
und Plasmidisolierung erfolgte wie oben beschrieben. 

Eine erfolgreiche Subklonierung iiefJ sich durch ein charakteristisches 
Restriktionsmuster nach Doppelverdau mit Eco Rl und Bam HI im Agarose-Gel 
nachweisen. 

Durch Sequenzierung des kompletten Trypsinogen-Gens konnte sichergestellt werden, 
dass nur die gewunschten Mutationen enthalten waren. 

Hefetranformation und Selektion 

Der verwendete Hefezellstamm tragt die Bezeichnung Saccharomyces cerevisiae DLM 
101a[MataJeu2-3r112his2, 3'11r15can 1, ura pep4A, [cif^], DM23], Fur die 
Herstellung kompetenter Hefezellen und die Transformation der pYT- Plasmide kam der 
EZ-Hefetransformationskit (Zymo-research) zum Einsatz. Die Selektion erfolgte auf 
Uracil-defjzienten SC-Platten durch Bebrutung bei 30 fur 3 bis 4 Tage. 
Einzelkolonien wurden weiteruberimpft auf Leucin-defiziente SC-Platten und ebenfalts 
3 Dis 4 Tage bei 30 °C inkubiert, wodurch die Kopienanzahi des Plasmides in den Zellen 
zunahm. Einzelkolonien dieser Platten wurden zum Animpfen der Vorkulturen des 
Leucin-defizienten SC-Flussigmediums mil 8% GluKose nerangezogen. Die inkubation 
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erfolgte unter schuttein bei 30 °C und 120 rpm fur 3 Tage. Ais Inokulitm zum Animpfen 
der 1 Liter Hauptkulturen mit YPD- Medium (1% Glucose, 1% Bactopepton, 0,5% 
Hefeextrakt) wurden 20 ml Vorkuitur eingesetzt. Die inkubationsparameter entsprachen 
denen der Vorkuitur, wobei nach 4 Tagen geerntet wurde. 

Isolierunq und Reiniqunq der Trypsinvarianten 

Durcri Zentrifugation fur 20 min bei 4000 rprri Vvurden zundchst die Zellen separiert und 
der auf pH 4,0 eingestellte Uberstand erneut bei 12.000 rpm zentrifugiert. Der praktisch 
partikelfreie Trypsinogen-haltige Uberstand wurde auf eine mit 2 mM Natriumacetat/100 
mM Essigsaure (pH 4,5) equilibrierte Toyopearl 650 M (SUPELCO) 
Kationenaustauschersaule aufgetragen. Eluiert wurde mittels eines linearen pH- 
Gradienten beginnend von 2 mM Natriumacetat/ 100 mM Essigsaure (pH 4,5) bis 200 
mM Tris/HCl (pH 8,0). 

Durch SDS-Poiyacrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung eines 15%-igen 
Polyacrylamid-Geles konnten die Trypsinogen enthaltenden Fraktionen ermittelt und 
zusammengefasst werden. Das Volumen der Proteinlosungen wurde mit Hilfe von 
Centriprep-Konzentratoren (Amicon) auf etwa 10 bis 15 ml eingeengt. 

Die Aktivierung der Trypsinogen-Variante zum entsprechenden Trypsin D189K+K60E 
erfolgte mittels hochaufgereinigter Enterokinase (BIOZYME) bei pH 6,5 und wurde durch 
SDS-Gelelktropliorese kontrolliert. 

Unter Verwendung eines Biocad Sprint Perfusionschrommatographie-Systems 
(Perseptive BIOSYSTEMS) wurde die Aufreinigung des aktivierten Enzyms durcfigefuhrt. 
Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte auf einer mit 5%-igen Bis-/Tris-Propan pH 
6.0 equilibrierten POROS 20 HQ - Anionenaustauscher-Saule (4 x 100 mm, 
Perseptive Biosystems) und nachfolgender Gradientenelution bis 95% 3M NaCI- 
Losung. Die Trypsin-entlialtenden Fraktionen wurden mit Hilfe eines SD3-Geles auf 
Reinheit uberpruft und zusammengefasst. Abschliefiend erfolgte die Dialyse gegen 1 
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mM HCl bei 4°C und Einengung der Proben mit Centriprep-Konzentratoren auf 2 bis 4 
ml. 

Die Endausbeuten beliefen sich auf etwa 2 bis 5 mg Protein pro Liter Kulturmedium. 
Konzentrationsbestimmunq 

Die Proteinkonzentration der Praparate vvurde nach dcr Mcthode von Bradford an einem 
Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt. Die Aufnahme der 
Eichkurve erfolgte anhand einer Rindertrypsin-Verdunnungsreihe zwischen 50 pnn/ml 
und 1 mg/ml. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur biokatalytischen Modifizierung von Peptiden und Proteinen 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als Biokatalysator eine Peptidase in Verbindung mit einem nichtaminosaure- 

oder nichtpeptidartigen Substratmimetikum eingesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

als Acylierungskomponente ein Carbonsaureester verwendet wird, dessen 
Acylteil der Modifizierungsgruppe entspricht und dessen Abgangsgruppe die 
Spezifitatsdeterminante der fur die Katalyse eingesetzten Peptidase enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder2, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reaktion in einem waRrigen Medium bei Raumtemperatur oder in einem 
gefrorenen wafirigen System oder bei tiefen Temperaturen zwischen - 5 und - 
20°Cdurchgefuhrtwird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Peptidasen Trypsin, Chymotrypsin, V8 Protease, Gtu-spezifische 
Endopeptidase aus Bacillus Hchenlformis, Subtilisin u.a. bzw. Mutanten dieser 
Enzyme oder Enzynne mit ahnlichen Spezifitatsdetemninanten eingesetzt werden. 

5. Verwendung von Peptidasen, dadurch gekennzeichnet, dass 

sie zum biokatalytischen Einfuhren von Marker- und Reportergruppen in Peptide 
und Proteine eingesetzt werden. 
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6. VePA'endung von Peptidasen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie zum biokatalytischen Einfuhren von Marker- und Reportergruppen in Peptide 
und Proteine unter Venneiden derer reversiblen enzymatischen Abspaltung 
eingesetzt warden, indem die einzufuhrende Marker - oder Reportergruppe ein 
Esterderivat als Abgangsgruppe tragt, welche die nativeSpezifitat des 
eingesetzten Enzyms ausschaltet. 

7. 'yerwendung von Peptidasen nach Anspruch 5 und 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Peptidasen Trypsin, Chymotrypsin, V8 
Protease, Glu-spezifische Endopeptidase aus Bacillus licheniformis, Subtilisin 
Oder Mutanten dieser Enzyme oder Enzynne nnit ahnlichen 
Spezifitatsdeterminanten eingesetzt werden. 
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